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UN METODO INNOVATIVO 
PER IDENTIFICARE
L'ANNACQUAMENTO DEL VINO
nolo (r=0,96) (Jamin et al. 2003). L’analisi 
del δ18O può essere eseguita tramite due 
differenti tecniche analitiche: spettrome-
tro di massa isotopica (isotopic ratio mass 
spectrimetry o IRMS) combinato con un 
pirolizzatore (high temperature conver-
sion elemental analyser (TC/EA-IRMS) 
(Calderone, Reniero, and Guillou 2006) o 
un gas cromatografo dotato di pirolizza-
tore (gas chromatography high tempera-
ture conversion (GC-TC) e campionatore 
per l’analisi dello spazio di testa (solid 
phase microextraction SPME) (Agui-
lar-Cisneros et al. 2002; Yamada et al. 
2007). L’utilizzo della tecnica SPME risul-
ta meno performante in quanto soggetta 
a fenomeni di frazionamento isotopico 
difficilmente controllabili (Yamada et al. 
2007). Per questa ragione l’analisi diretta 
dell’etanolo disidratato tramite la tecnica 
isotopica TC/EA-IRMS in pirolisi appare 
maggiormente affidabile. 
 Uno studio inter collaborativo del 2004 
ha dimostrato come il punto critico di que-
sto tipo di analisi non è tanto la tecnica ma 
la disidratazione del campione (Caldero-
INTRODUZIONE
 Negli ultimi dieci anni la domanda di 
prodotti alcolici (vino e distillati) è cre-
sciuta dell'8,6% (Statistical report on 
world vitiviniculture 2012). L’aumento 
del prezzo e la difficoltà di accesso alla 
materia prima ha incoraggiato la dif-
fusione di adulterazioni nel campo vi-
tivinicolo (Direzione generale lotta alla 
contraffazione. Report 2012). Dal 1986 
l’unione europea (CE) e l’organizzazione 
mondiale della vite e del vino (OIV) han-
no riconosciuto come metodi ufficiali le 
analisi isotopiche per l’identificazione di 
aggiunte zuccherine (OIV MA-AS-311-05, 
OIV MA-AS-312-06) e l’annacquamen-
to del vino (OIV MA-AS2-12) e per per-
metterne la tracciabilità geografica.
 L’illecita aggiunta di acqua di fonte 
al vino può essere determinata trami-
te l’analisi dei rapporti isotopici 18O/16O 
(espresso come δ18O‰) dell’acqua natu-
ralmente presente nel vino e la compa-
razione del valore ottenuto con i valori di 
riferimento riportati in banche dati quali 
quella ufficiale prevista dal regolamento 
europeo EU Reg. 555/2008.
 L’aggiunta di acqua causa un abbassa-
mento del valore di δ18O ed è individuabile 
se il valore si pone al di sotto del limite 
definito nella banca dati di riferimento. 
Questo abbassamento è dovuto al fatto 
che l’acqua vegetale contenuta nel vino 
presenta un valore isotopico molto più 
alto di quella di fonte, come conseguenza 
dell’effetto di evapotraspirazione che av-
viene nella pianta (Roßmann et al. 1999). 
Se il vino è originariamente caratterizzato 
da un valore elevato di δ18O la possibilità 
di identificazione di piccole aggiunte di ac-
qua non è semplice. 
 Un nuovo metodo, basato sempre sull’a-
nalisi del rapporto isotopico del δ18O, ma 
in questo caso sull’etanolo ottenuto dopo 
fermentazione e distillazione, si è dimo-
strato migliorare in maniera significati-
va la capacità di identificare l’aggiunta di 
acqua ai succhi di frutta (Monsallier-Bi-
tea et al. 2006). Questo nuovo metodo si 
basa sulla relazione esistente tra δ18O 





San Michele all’Adige (TN)
In questo lavoro è stata testata la potenzialità dell’analisi isotopica del rapporto 18O/16O misurato nell’etanolo (espresso in 
18O) come strumento per meglio individuare annacquamenti non consentiti nel vino. Lo studio ha dimostrato che l’illecita ag-
giunta di acqua modifica esclusivamente il rapporto isotopico 18O/16O nell’acqua del vino, mentre non ha effetti sullo stesso 
rapporto misurato nell'etanolo del vino stesso. In un prodotto sotto indagine il mancato rispetto della correlazione trovata 
tra i due parametri (18O/16O nell’acqua vs 18O/16O nell’etanolo) può quindi essere interpretato analiticamente come aggiunta 
di acqua. Il metodo è risultato inoltre in grado di discriminare tra loro diverse tipologie di alcol (da uva, frutta e cereali). 
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ne, Reniero, and Guillou 2006). A causa 
dell’interferenza dell’ossigeno dell’acqua 
sull’analisi isotopica, il campione in ana-
lisi deve essere etanolo puro al 100%. Per 
ovviare a questo problema Jamin et al. 
(Jamin et al. 2003) disidratano i campioni 
di distillato ottenuti dai succhi di frutta se-
condo il metodo AOAC 995.17, utilizzando 
setacci molecolari. 
 Riguardo la possibilità di identificare 
l’aggiunta di zuccheri esogeni al mosto 
è bene ricordare che, come riportato nel 
regolamento europeo EC Reg. 479/2008 
(Annesso IV sezioni 1 e 17) e 123/2007 (An-
nesso XI ter, sezioni 1 e 17), il vino non può 
contenere etanolo da altra origine se non 
da uva. Grazie all’analisi ufficiale del deu-
terio, utilizzando la tecnica di risonanza 
magnetica 2H-SNIF-NMR (2H-Site-speci-
fic Natural Isotope Fractionation-Nuclear 
Magnetic), e del carbonio, utilizzando la 
tecnica isotopica IRMS (isotopic ratio mass 
spectrometry), è possibile determinare se 
l’etanolo deriva dall’uva, zucchero di bar-
babietola o di canna o è di origine sinteti-
ca. Purtroppo i range isotopici di deuterio 
e carbonio dell’uva tendono a sovrappor-
si a quelli di altri frutti e cereali. È quindi 
importante identificare nuovi parametri 
isotopici in grado di determinare l'origine 
botanica dell’etanolo contenuto nel vino.
 In questo lavoro vengono presentati e di-
scussi i risultati relativi ai parametri δ18O 
dell’etanolo ottenuti da campioni autentici 
di vino (N=69), cereali e frutta (N=59), zuc-
chero di barbabietola, di canna e di origine 
sintetica (N=5). L’obiettivo di questo studio 
era quello di indagare la relazione tra il 
δ18O dell’etanolo da uva e del δ18O dell’ac-
qua di fermentazione e di post fermen-
tazione al fine di verificare la capacità di 
questa analisi di migliorare la capacità di 
identificazione di annacquamenti del vino. 
Per la prima volta è stata inoltre indagata 
la capacità di questa analisi di identificare 




 Sono stati utilizzati per lo studio un totale 
di 133 fermentati: 69 campioni di autentico 
vino da diverse regioni italiane (2 o 4 cam-
pioni per ognuna delle 20 regioni italiane 
considerate) e 59 campioni di distillati da 
frutta, cereali ottenuti in condizioni con-
trollate presso la distilleria della Fonda-
Fig. 1 - Correlazione tra δ18O dell’etanolo e dell’acqua di fermentazione aggiunta ad una mosto concentrato 
rettificato (MCR) e a zucchero di barbabietola (BIETOLA).
Fig. 2 - Correlazione tra rapporto isotopico δ18O dell’etanolo e dell’acqua di vini italiani autentici.
zione Mach di San Michele all’Adige (TN). 
Sono stato considerati inoltre 5 campioni 
di alcol di sintesi con purezza del 99,9%. 
 Un campione di mosto concentrato 
rettificato (65°Brix), uno zucchero di bie-
tola cristallino, uno di zucchero di canna 
cristallino, un mosto fresco (15°Brix), 
due vini e sei acque con differente te-
nore isotopico (-9.8‰ , -4.0‰ , -1.0‰ 
, +2.7‰ , +4.9‰ , +7.2‰) sono stati uti-
lizzati per studiare l’effetto sul rapporto 
δ18O dell’etanolo causato dell’acqua di 
fermentazione e di postfermentazione. 
È stata inoltre valutata la variazione del 
δ18O dell’etanolo in seguito all’aggiunta 
di zuccheri diversi dall’uva. 
Preparazione del campione
 L’etanolo è stato estratto dai campioni 
di vino, distillato e fermentato di mosto 
e zucchero per distillazione, tramite co-
lonne Cadiot seguendo il metodo ufficia-
le per vini e distillati (OIV MA-AS-311-05, 
OIV-MA-BS-23). L’acqua residua è stata 
eliminate tramite contatto con setacci mo-
lecolari (3.2 mm pellets, UOP tipo 3A, Sig-
ma-Aldrich) per 24 ore, seguendo il meto-
do descritto da Jamin et al. (Jamin et al. 
2003). Per testare la procedura quantità 
crescenti di acqua sono state aggiunte ad 
etanolo assoluto confrontando poi il valore 
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Fig. 3 - % di identificazione dell’annacquamento del vino tramite: sola analisi del δ18O dell’acqua o combinazione 
dell’analisi del δ18O dell’acqua e dell’etanolo.
Fig. 4 - Distribuzione dei rapporti isotopici δ18O e del (D/H)I dell’etanolo in campioni di diversa origine.
tacci. La procedura garantisce il risultato 
atteso se il campione contiene meno del 
15% di acqua, in caso contrario è necessa-
rio eseguire più passaggi su setacci.
 Un’acqua con tenore isotopico +7,2% 
è stata ottenuta per evaporazione di ac-
qua deionizzata a 100°C per 9 ore. Acque 
con tenore pari a -4,0‰, -1,0‰, +2,7‰, 
+4,9‰ sono state ottenute miscelando 
l’acqua con δ18O di +7,2 con acqua di rubi-
netto (-9,8‰).
 Il mosto concentrato e rettificato 
(65°Brix) e lo zucchero di barbabietola 
sono stati diluiti con sei campioni di acque 
a tenore crescente (da -9,8‰ a +7,2‰) e 
poi fermentato ad etanolo tramite lievito 
Saccaromices cerevisie (Lallemand Inc., 
Montreal, Canada) seguendo il metodo uf-
ficiale per succhi di frutta (AOAC 995.17) 
e per mosti (OIV MA-AS-311-05). Quanti-
tà crescenti di zucchero di barbabietola 
e di canna (7 campioni con concentrazio-
ni crescenti di zucchero da 0 gr/L a 180 
gr/L) sono stati aggiunti al mosto fresco 
(15°Brix) e fermentati. Quantità crescenti 
di acqua sono state aggiunte a due cam-
pioni di vino.
Analisi isotopica
 Il valore dei rapporti isotopici (D/H)
I e δ13C dell’ alcol ottenuto dal vino e dai 
distillati è stato determinato secondo 
quanto riportato nei metodi ufficiali (OIV-
MA-AS-311-05, OIV-MA-BS-23, OIV-MA-
AS-312-06, OIV-MA-BS-22) utilizzando 
la tecnica SNIF-NMR (Site-specific Na-
tural Isotope Fractionation-Nuclear Ma-
gnetic Resonance) (FT-NMR AVANCE III 
400, Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, 
Germany) e IRMS (SIRA II-VGISOGAS, FI-
SIONS,Rodano, Milano, Italy) interfacciato 
con un analizzatore elementare (NA 1500, 
Carlo Erba, Milano, Italy).
 Il rapporto isotopico D/H è stato misu-
rato in modo sito specifico nel sito metili-
co e metilenico della molecola di etanolo 
[(D/H)I and (D/H)II] ed è stato corretto per 
il contenuto in metanolo e alcoli superiori 
(Bauer-Christoph et al. 1997). I valori ven-
gono espressi in parti per milione (ppm). 
Il rapporto isotopico 13C/12C è stato espres-
so nella scala δ‰ contro lo standard in-
ternazionale V-PDB. 
 Il rapporto isotopico 18O/16O dell’ac-
qua del vino è stata analizzata secondo 
quanto riportato nel metodo ufficiale OIV 
MA-AS2-12 utilizzando un IRMS (SIRA II 
VG ISOGAS, Rodano, Milano, Italy) inter-
Campione % di acqua aggiunta
δ18O acqua ‰ 
vs V-SMOW
δ18O etanolo ‰ vs 
V-MOW
A 0 7.1 31.0
A 20 3.7 31.2
A 30 1.6 30.9
A 40 0.0 31.1
B 0 2.8 29.8
B 20 0.3 29.8
B 30 -1.3 29.7
B 40 -2.5 29.8
Tab. 1 - Variazione del δ18O dell’acqua e dell’etanolo in due vini (A e B) a seguiti dell’aggiunta di percentuali 












media 98.9 126.8 2.56 -26.5 21.7
SD 2.2 3.0 0.03 0.6 1.5
min 95.1 122.8 2.53 -27.3 19.0
max 102.7 130.2 2.60 -25.5 23.9
Grano (1)  98.6 126.9 2.58 -26.8 23.6
Ciliegia (5)
media 100.0 128.3 2.6 -27.0 25.5
SD 0.8 1.4 0.0 0.8 1.7
min 99.2 126.3 2.5 -27.8 23.8
max 101.3 129.7 2.6 -25.9 28.1
Corbezzolo (3)
min 101.8 129.5 2.5 -25.0 19.4
max 103.8 132.4 2.6 -24.5 23.4
Lampone (1)  93.2 127.8 2.74 -28.3 21.7
Mela cotogna (2)
min 102.5 125.3 2.45 -25.1 23.6
max 102.3 127.3 2.49 -26.7 10.3
Pera (20)
media 100.4 125.4 2.5 -27.7 21.1
SD 0.8 1.1 0.0 0.6 2.0
min 98.4 123.6 2.4 -28.8 15.9
max 101.9 127.8 2.6 -26.3 24.7
Prugna (5)
media 100.7 124.8 2.5 -26.7 19.5
SD 1.1 1.6 0.1 0.5 3.1
min 99.5 122.2 2.4 -27.2 13.9
max 102.3 126.3 2.5 -26.0 21.2
Sorbo (2)
min 108.5 128.2 2.36 -17.7 26.4
max 112.7 130.2 2.31 -16.5 28.8
Rum (5)
media 110.8 124.2 2.2 -12.1 22.1
SD 1.1 0.6 0.0 1.3 1.6
min 109.9 123.6 2.2 -13.0 19.6
max 112.4 125.0 2.3 -10.3 23.8
Whisky, avena (1)  98.6 124.2 2.52 -26.6 26.7
Vodka (4)
media 94.8 122.0 2.6 -26.0 24.9
SD 0.5 0.7 0.0 0.2 2.6
min 94.3 121.4 2.5 -26.2 22.5
max 95.3 123.0 2.6 -25.8 28.5
Sintesi (5)
media 120.1 139.2 2.3 -30.0 1.2
SD 3.2 2.7 0.1 1.1 6.3
min 116.5 137.1 2.3 -31.1 -2.6
max 125.1 142.9 2.5 -28.4 12.4
Tab. 2 - Rapporti isotopici D/H, δ13C e δ18O dell’etanolo di distillati di frutta, vodka, rum, whisky a di sintesi. facciato con un sistema di equilibrazio-
ne (Isoprep 18 VG ISOGAS). Il rapporto 
isotopico 18O/16O è stato espresso nella 
scala δ‰ contro lo standard internazio-
nale V-SMOW.
 Uno spettrometro di massa isotopica 
DeltaPlus-XP interfacciato con un pi-
rolizzatore (TC-EA) (entrambi Thermo 
Scientific, Bremen, Germany) è stato uti-
lizzato per l’analisi del 18O/16O nei cam-
pioni di etanolo. 
 I valori sono stati espressi rispetto allo 
standard internazionale V-SMOW secondo 
l’equazione:
dove R è il rapporto tra l’isotopo pesante 
e quello leggero nel campione analizzato 
(Rcampione) o nel materiale di riferimen-
to. Il valore in delta viene moltiplicato per 
mille ed espresso in unità ‰. 
 Il rapporto isotopico δ18O è stato corret-
to rispetto due differenti alcoli standard e 
costruendo una retta di calibrazione line-
are. Il δ18O dei due standard era +17.3‰ 
a +36.9‰ ed era stato validato tramite un 
circuito interlaboratorio supervisionato da 
Eurofins Scientific. Un terzo alcol è stato 
utilizzato quale campione di controllo. Il 
valore corretto ottenuto per questo ter-
zo alcol è stato riportato in una carta di 
controllo cosi da poter monitorare l’intero 





del vino e dell’acqua
 È stata inizialmente indagata la rela-
zione tra δ18O dell’etanolo e dell'acqua di 
fermentazione tramite fermentazione di 
un mosto concentrato e rettificato diluito 
con sei diverse acque con tenore isotopi-
co crescente (Fig. 1). È stata trovata una 
correlazione significativa (r2=1.00) tra il 
δ18O dell’etanolo e il δ18O dell'acqua. Gli 
atomi di ossigeno dell’etanolo derivano 
dall’acqua di fermentazione, che viene in-
corporata negli zuccheri (e quindi nell’e-
tanolo che da essi deriva) quando il sac-
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50%) il δ18O dell’etanolo migliora la capa-
cità di identificazione dell’annacquamen-
to del vino. Con una aggiunta del 10% di 
acqua questo nuovo metodo permette di 
aumentare l’identificazione da 3 a 10 dei 
69 campioni considerati. 
δ18O dell’etanolo 
da differenti fonti
 In Tab. 2 sono mostrati il valore di (D/H)
I, δ13C e δ18O dell'etanolo da distillati di 
frutta, rum, whisky, e di origine sintetica. 
Il (D/H)I e il δ13C sono compatibili con l'o-
rigine botanica degli zuccheri (ad esempio 
la canna da zucchero nel rum ha il carat-
teristico valore elevato delle piante a ci-
clo fotosintetico C4) (Martin et al. 1996). 
Mentre il valore di δ18O dell’etanolo tende 
a sovrapporsi al range di quello da uva, i 
campioni di frutta (eccetto la ciliegia) ten-
dono ad essere più bassi. Una possibile 
spiegazione potrebbe trovarsi nel diverso 
tenore isotopico δ18O dell'acqua vegetale 
contenuta in questi campioni. Tutti i frutti 
considerati mostrano infatti bassi valori di 
δ18O dell’acqua vegetale.
 Considerando i distillati di frutta con va-
lori di (D/H)I e δ13C simili a quelli del vino 
risulta evidente come l'analisi del δ18O 
dell'etanolo sia in grado di migliorare la 
discriminazione tra etanolo da uva e da 
altri frutti (Fig. 4). 
 L'analisi del δ18O dell'etanolo si è di-
mostrata essere in grado di differenziare 
con chiarezza l’ alcol di origine sintetica, 
in cui i bassi valori riscontrati possono 
essere attribuibili alla fase di sintesi du-
rante la quale acqua di fonte viene ag-
giunta all’etilene (Schmidt, Werner, and 
Roßmann 2001).
 Tenendo conto della possibilità di distin-
guere l’origine botanica di alcune specie 
vegetali, in questo lavoro è stata sondata 
la capacità dell’analisi del δ18O dell'etano-
lo di determinare la fraudolenta aggiunta 
di zuccheri esogeni al vino. È stata innan-
zitutto valutata la possibile relazione tra 
il δ18O dell’etanolo e quello dell’acqua di 
fermentazione fermentando un campio-
ne di zucchero di barbabietola diluito con 
sei diverse acque a tenore isotopico δ18O 
crescente (Fig. 1). Anche in questo caso 
si rileva una buona relazione lineare ma 
la pendenza delle due correlazioni linea-
ri risulta diversa. Lo stesso andamento è 
stato riportato da Monsallier-Bitea et al. 
(Monsallier-Bitea et al. 2006) per i succhi 












0 99.5 127.2 2.56 -26.8 27.4
30 98.8 129.3 2.62 -26.8 27.4
60 97.4 128.3 2.63 -26.9 27.5
90 96.7 128.5 2.66 -27.1 27.5
120 96.5 128.6 2.67 -26.9 27.3
150 95.9 129.2 2.69 -27.2 27.4
180 95.3 130.3 2.73 -27.0 27.3
Zucchero 
di canna
0 100.7 129.4 2.57 -28.1 29.1
30 101.9 129.3 2.54 -25.8 28.2
60 103.1 129.6 2.51 -24.1 27.0
90 103.9 131.2 2.52 -22.9 28.4
120 104.8 131.2 2.50 -21.8 28.3
150 104.7 131.8 2.52 -21.1 28.3
180 105.4 131.4 2.49 -20.1 28.4
Tab. 3 - Variazione dei rapporti isotopici D/H, δ13C e δ18O dell’etanolo in un vino aggiunto di quantità crescenti di 
zucchero da barbabietola e di canna.
(glucosio e fruttosio) attraverso idrolisi 
enzimatica e viene aggiunto al precurso-
re dell'etanolo (acetaldeide) per formare 
l'intermedio acetaldeide idrato. 
 Al fine di indagare questa relazione in 
vini autentici sono stati analizzati 69 cam-
pioni provenienti da diverse aree di produ-
zione italiane. Il valore di δ18O dell’etanolo 
del vino varia da +24‰ a +36‰. 
 I valori ottenuti sono più alti di quelli ri-
portati in letteratura (Aguilar-Cisneros et 
al. 2002; Calderone, Reniero, and Guillou 
2006) probabilmente a causa delle diverse 
aree di produzione considerate, all’anno 
e ai problemi già evidenziati per le tecni-
che utilizzate in passato (SPME e TC/EA). 
Comparando il valore di δ18O dell'etanolo 
con quello dell'acqua si può osservare una 
buona correlazione lineare (P<0.001). L’e-
quazione ottenuta (δ18O acqua= 0,88*δ18O 
etanolo - 22,65; Fig. 2) è simile a quella 
riportata per i succhi di frutta (Jamin et al. 
2003). Questo significa che la correlazione 
è affidabile e indipendente dal tipo di ma-
trice considerata. Questo risultato risulta 
particolarmente importante in quanto 
rende possibile l’uso di questa correlazio-
ne per il controllo di autenticità evitando la 
necessità di analisi del δ18O dell’etanolo di 
tutti i campioni di banca dati (ad esempio 
quella prevista dal  CE 555/2008).
 È possibile stabilire un valore limite di 
questa relazione calcolando un intervallo 
di confidenza del 95% della regressione 
lineare secondo la seguente formula:
y=0,88x-22,65-2*s dove “y=0,88x-22,65” è 
il modello di regressione lineare ottenuto 
dai 69 campioni autentici, “2” è il t di Stu-
dent e “s” è la deviazione standard dei re-
sidui (calcolati come differenza tra valore 
calcolato e valore osservato) che in questo 
caso è pari a 1,9.
 In Tab. 1 viene dimostrato come l’ag-
giunta di acqua al vino finito cambi solo 
il rapporto isotopico δ18O del vino e non 
quello dell’etanolo. Il δ18O dell'acqua del 
vino non esce dal range di variabilità de-
finito nelle diverse banche dati ma la re-
lazione lineare tra i due parametri non 
viene più rispettata. Al fine di dimostrare 
la possibilità di migliorare la capacità di 
identificazione di annacquamento tramite 
questa nuova tecnica, abbiamo simulato 
un adulterazione dei 69 vini autentici con 
percentuali crescenti di acqua di fonte (da 
10% a 50%) con un valore isotopico di -9‰ 
e calcolato il numero di campioni identifi-
cati come annacquati sulla base del solo 
rapporto isotopico del δ18O del vino tal 
quale e sulla base della relazione lineare 
tre i due δ18O (dell’acqua e dell’etanolo) 
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di saccarosio nei mosti rispetto allo zucchero di barbabieto-
la. L’acqua viene incorporata nello zucchero (e quindi nell’e-
tanolo) quando il saccarosio viene convertito in monosacca-
ridi (Monsallier-Bitea et al. 2006).
 Un ultimo esperimento ha visto l’aggiunta di quantità cre-
scenti di zucchero di barbabietola e di canna ad un mosto. 
In questo caso non sono presenti tracce di acqua esogena 
in quanto lo zucchero è stato disciolto direttamente nel mo-
sto. In entrambi i casi (aggiunta di zucchero di barbabietola 
vs aggiunta di zucchero di canna) il δ18O dell'etanolo non 
varia (Tab. 3).
CONCLUSIONI
 Il valore isotopico δ18O dell'etanolo si è dimostrato essere 
ben correlato con il δ18O dell’acqua di fermentazione. L’anali-
si del δ18O dell'etanolo è in grado di migliorare l'identificazio-
ne di illecite aggiunte di acqua al vino e in alcuni casi l’origine 
botanica dell’etanolo (da uva, da altra frutta o di sintesi). 
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